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(57) Abstract: The invention relates to the use of selective phosphodiesterase 9A (PDE9A) inhibitors for producing medicaments 
for improving perception, powers of concentration, cognitive processes, learning capacity and/or memory retention. 



Q (57) Zusanimenfassung: Die Erfindung belriffl die Venvendung von selektiven Phosphodiesterase 9A (PDE9A)-Inhibitoren zm 
Herstellungo'on Arzneimitteln zur Verbesserung von Wahmehmung, Konzentrationsleistung, kognitiver Prozesse, Lemleistung 
^ und/oder Gedachtnisleistung. 
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Selektive Phosphodiesterase 9A-Inhibitoren als Arzneimittel zur Verbesseruns; 
kognitiver Prozesse 

Die Erfindiong betrifft die VCTwendung von selektiven Phosphodiesterase 9A (PDE 
5 9A)-Inbibitoren zur Herstellvmg von Arzneimitteki zur Verbesserung von Wahr- 
nehmnng, Konzentrationsleistung, Lem- und/oder Gedachtnisleistung. 

pie zellulare Aktivierung von Adenylat- bzw. Gnanylatzyklasen bewirkt die Zykli- 
sierung von ATP bzw. GTP zu 5*-3* zyklischem Adenosin Monophosphat (cAMP) 

10 bzw. 5 '-3' zyklischem Guahosin monophosphat (cGMP). Diese zyklischen Nukleo- 
tide (cAMP imd cGMP) sind wichtige second messenger und spielen daher eine 
zentrale RoUe in den zellularen Signaltransduktionskaskaden. Beide aktivieren unter 
anderem, aber nicht ausschlieBlich, jeweils wieder Protein Kinasen. Die von cAMP 
aktivierte Protein Kinase wird Protein Kinase A (PKA) genannt, die von cGMP 

15 aktiviCTte Protein Kinase wird Protein Kinase G (PKG) genannt. Aktivierte PKA 
bzw. PKG konnen wiederum eine Reihe zellularer Eflfektoiproteine phosphorylieren 
(z.B. lonenkanale, G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Strukturproteine). Auf diese 
Weise k5nnen die second messengers cAMP mid cGMP die miterschiedlichsten 
physiologischen VorgSnge in den verschiedensten Organra kontrollieren. Die 

20 zyklischen Nukleotide kSnnen aber auch direkt auf Effektormolekule wirken. So ist 
z.B. bekannt, dass cGMP direkt auf lonenkanale wirken kaim und hiermit die 
zellulare lonenkonzentration beeinflussen kaim (Ubersicht in: Wei et al.. Prog. 
Nem-obioL, 1998, 56: 37 - 64). Bin Kontrollmechanismus, mn die Aktivitat von 
cAMP imd cGMP und damit diese physiologischen Vorgange wiederum zu steuem, 

25 sind die Phosphodiesterasen (PDE). PDEs hydrolysieren die zykKschen Mono- 
phosphate zu den inaktiven Monophosphaten AMP und GMP. Es sind mittlerweile 
mindestens 21 PDE Gene beschrieben (Exp. Opin. Investig. Drugs 2000, 9, 
1354-3784). Diese 21 PDE Gene lassen sich aufgrund ihrer Sequenzhomologie in 11 
PDE Familien einteilen (Nomenklatur Vorschlag siehe 

30 http://depts.washington-edu4>de/NomenclatureJitml.). Einczehie PDE Gene innerhalb 
einer Familie werden durch Buchstaben unterschieden (2.B. PDEIA und PDEIB). 
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FaUs noch imterschiedHche SpUce Varianten iimerhalb eines Genes vorkommen, 
wird dies dam durch eine zusStzliche Nummerienmg nach dem Buchstaben 
angegeben (z.B. PDEl Al). 

5 AbbUdungen: 

Abb. 1: IntrazeUulare cGMP-Konzentration in primSren Ratten (E18)-Kortex- 
kulturen nach Behandlung mit Beispiel 2. Die Zellen wurden 20 min mit Beispiel 2 
in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die MediumkontroUe gibt den cGMP 
Wert in tinbehandelten ZeUen an. Der DMSO Gehalt betrug in den Medium- 

10 kontrollen wie in den substanzbehandelten Zellen 0.2 %. Die cGMP Konzentration 
ist aufgetragai in finol/l 50000 Zellen. 

Abb. 2: Bfifekt von Beispiel 2 (10 pM) auf die Potenzierung des fokalen exzita- 
toriscben postsynaptischen Potentials (fEPSP) nach schwachem Tetanus. Beispiel 2 
15 verstarkte den Anstieg des fEPSPs signifikant, wenn es 10 Minuten vor bis 
SOMinuten nach einem schwachen Tetanus eingewaschen wurde (gescMossene 
Symbole). Die KontroUe wurde mit 0.01 % DMSO behandelt (offene Symbole). *: p 
< 0.05; Varianzanalyse mit den Faktoren Dosienmg (0 und 10 \iM) und Testzeit- 
punkt mit dem Faktor Messzeitpunkt. 

20 

Abb. 3: Wirkung von Beispiel 2 auf die prozentuale Reduktion (Trial 2/Trial 1) der 
Interaktionszeit im Soaalen Wiedererkemnmgstest (Mittelwert + S.E.M). Den 
Tieren wurde Vehikel (10 % Ethanol, 20 % Solutol, 70 % physiclogische Kochsalz- 
losung) Oder 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg bzw. 3,0 mg/kg von Beispiel 2 intra- 
25 peritoneal direkt nach dem ersten Zusammentreffen (Trial 1) injiziert. Statistische 
Auswertung: *p < 0.05. 

PDE9A -Entdeckuns, Eieenschaf ten. Verteiliins 

Die Humane PDE9A (GenBank/EMBL Accession Number 1SIM_002606, cDNA 
30 Sequenz siehe Sequence listing, SEQ ID NO:l) wurde 1998 kloniert und sequen- 
ziert. Die Aminosaurenidsaititat za anderen PDEs liegt bei maximal 34 % (PDESA) 
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und minimal 28 % (PDE5A). Mit einem Km-Wert von 170 nM ist PDE9A hochaffin 
fur cGMP. Daruber hinaus ist PDE9A selektiv fur cGMP (Km-Wert fur cAMP = 
230 nM). PDE9A weist keine cGMP Bindimgsdomane auf (GAF-Domane), die auf 
eine allostOTsche Enzymregulation durch cGMP schliefien lieBe. la einer Westem 
5 Blot Analyse wurde gezeigt, dass die PDE9A im Mensch in Hoden, Gehim, 
Dxinndaim, Skelettmuskulatur, Herz, Lunge, Th3mius und Milz exprimi^ wird. Die 
hochste Expression wurde in Gehim, Dxinndarm, Herz und Milz gefimden CFishCT et 
al., J. Biol. Chem, 1998, 273 (25): 15559 - 15564). Das Gen fur die humane PDE9A 
liegt auf Chromosom 21q22.3 und enthalt 20 Exons. Bislang wurden 20 alternative 

10 SpleiBvarianten der PDE9A identifiziert (Guipponi et al.. Hum. Genet, 1998, 103: 
386 ~ 392;-Rentero-et-al., BioGhem. Biophys. Res. Gommun., 2003, 301 : 686— 692). 
Klassische PDE Inhibitoren hemmen die humane PDE9A nicht. So zeigen IBMX, 
Dipyridamole, SKF94120, RoUpram und Vinpocetia in Konzentrationen bis 100 pM 
keine Inhibition am isolierten Enzym. Fiir Zaprinast wurde ein ICso-Wert von 35 jiM 

15 nachgewiesen (Fisher et al., J. Biol. Chem, 1998, 273 (25): 15559 - 15564). 

Die Maus PDE9A wurde 1998 von Soderling et al. (J. Biol. Chem, 1998, 273 (19): 
15553 — 15558) kloniert und sequenziert. Diese ist wie die humane Form hochaffin 
fOr cGMP mit eiuCTi Km-Wert von 70 nM. In der Maus wurde erne besonders hohe 

20 Expression in Niere, Gehina, Limge und Herz gefimden. Auch die Maus PDE9A wird 
von IBMX in Konzentrationen unter 200 pM rucht gehenmit; der IC50 fur ZapiinBSt 
Uegt bei 29 \iM (Soderhng et al., J. Biol. Chem, 1998, 273 (19): 15553 - 15558). Im 
Rattengehim wurde gezeigt, dass PDE9A in einigen Hirnregionen stark exprimiert 
wird. Dazu zahlen der Bxilbus olfactorius. Hippocampus, Cortex, Basalganghen und 

25 basales Vorderhim (Andreeva et al., J. Neurosci., 2001, 21 (22): 9068 - 9076). 

Insbesondere Hippokampus, Cortex und basales Vorderhim spielen eine wichtige 
RoUe in Lem- und Gedachtnisvorgangen. 

PDE9A zeichnet sich durch eine besonders hohe AfBnitat fur cGMP aus. Der 
30 Km-Wert ffir cGMP betragt 170 nM (Fisher et al., J. Biol. Chem., 1998, 273 (25): 
15559 - 15564). Dedialb ist PDE9A im Gegensatz zu PDE2A (Km = 10 fiM; 
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Martms et al., J. Biol. Chem., 1982, 257: 1973 - 1979). PDE5A (Km = 4 nM; Francis 
et al., J. Biol. Chem., 1980, 255: 620 - 626), PDE6A (Km = 17 nM; Gillespie and 
Beavo, J. Biol. Chem., 1988, 263 (17): 8133 - 8141) und PDEllA (Km = 0,52 ^iM; 
Fawcett et al., PNAS, 2000, 97 (7): 3702 - 3707) schon bei niedrigen physiolo- 

5 gischen Konzentrationen aktiv. Im Gegensatz zu PDE2A ^virashima et al.. 
Biochemistry, 1990, 29: 5285 - 5292) wird die katalytische Aktvitat von PDE9A 
nicht durch cGMDP gesteigert, da es keine GAP DomSne aufweist OBeavo et al.. 
Current Opinion in Cell Biology, 2000, 12: 174 -179). PDE9A Inhibitoren fiihren 
deshalb zu einer Erhohnng der basalen cGMP Konzentration (siehe Abbildung 1). 

10 Diese ErhShimg der basalen cGMP Konzentration fuhrte uberraschenderweise zu 
einer Verbesserung der Lem- und GedSchtnisleistung im Social Recognition Test, 

tibOTaschenderweise wurde nachgewiesen, dass PDE9A Inhibitoren eine Wirkung 
auf die Funktion des zentralen Nervensjrstems haben. Insbesondere wurde nun ge- 
15 fimden, dass selektive PDE9A-Inhibitoreai zur Herstellung von Arzneimittebi zur 
Verbesserung der Wahmehmung, KonzentratioEusleistung, Lemleistung oder Ge- 
dachtnisleistung geeignet sind. 

Ein PPE9A-Inhibitor im Sinne der Erfindung ist eine Verbindung, die humane PDE 
20 9A untCT den unten angegebenen Bedingungen mit dnem IC50 von weniger als 
10 jiM, bevorzugt weniger als luMhemmt. 

Ein selektiver PDE9A-Inhibitor im Sinne der Erfindung ist eine Verbrndxmg, die 
humane PDE9A unter den vmisa angegebraien Bedingungen starker hemmt als die 
25 humanen PDEl C, PDE2A, PDE3B, PDE4B, PDE5A, PDE7B, PDE8A J>DE10A und 
PDEllA. Bevorzugt ist IC50 (PDE9A)/ IC50 (PDEIC, PDE2A, PDE3B, PDE4B, 
PDE5AJ»DE7B, PDE8A,PDE10A und PDEl lA) kleiner als 0,2. 

Besonders eignen sich die selektiven PDE9A-lDhibitoren zur Verbesserung der 
30 -Wahmehmung, Konzentrationsleistung, Lemleistung, oder Gedachtnisleistung nach 
Kognitiven Storungen, wie sie insbesondere bei Situationen/Krankheiten/Syndromai 
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auftreten wie „Mild cognitive impairment", Altersassoziierte Lem- xmd Gedachtnis- 
stoxungen, Altersassoziierte Gedachtnisverluste, VaskulSre Demenz, Schadel-Hfim- 
Trauma, Schlaganfall, Demenz, die nach SchlaganfeUen auftritt („post stroke 
dementia**), post-traumatische Demenz, allgemeine Konzentrationsstonmgen, 
5 Konzentrationsstorungen in Kindem mit Lem- mid Gedachtnisproblemen, 
Alzhermersche Kjraokheit, Demenz mit Lewy-Korperchen, Demenz mit Degeneration 
der Frontallappen einschlieBlich des Pick's Syndroms, Parkinsonsche Krankheit, 
Progressive nuclear palsy, Demenz mit corticobasaler Degeneration, Amyotrope 
Lateralsklerose (ALS), Huntingtonsclie Krankheit, Multiple Sklerose, Thalamische 
10 Degeneration, Creutzfeld-Jacob-Demenz, HTV-Demenz, Schizophrenie mit Demenz 
Oder KorsakofKPsychoser 

Die Erfindimg betriflft die Verwendung von selektiven PDE9A-Inhibitoren zur 
Herstellung von Arzneimitteln zur Verbesserung der Wahmebmung, Konzentra- 
1 5 tionsleistung, kognitiver Prozesse, Lemleistung und/oder Gedacbtnisleistung. 

Des weiteren betrifft die Erfindimg die Verwendxmg von selektiven PDE9A- 
Tnhibitoren zur Prophylaxe und/oder Behandlung von Storungen der Wahmebmung, 
Konzentrationsleistung, kognitiver Prozesse, Lemleistung und/oder Gedachtnis- 
20 leistung. 

Dabei kann die Storung unter aaderem eine Folge einer Erkrankung ausgewahlt aus 
der Gmppe Demenz, Schlaganfall, Schadel-Him-Trauma, Alzheimersche Kraokheit, 
Parkinsonsche Kranldieit, Depression, Oder Demenz mit Frontallappendegeneration 
25 sein. 

Des weiteren betriJBft die Erj5ndung die Verwendung von PDE9A Tnhibitoren zur 
Behandlung von Kjankheitm des Zentralen Nervensystems, die durch BeeinfluBimg 
der cGMP-Spiegel fherapiert werden konn^ So betriSt die Erfindung zum Beispiel 
30 die Behandlung von Demenz, Schlaganfall Schadel-Him-Trainna, Alzheimersche 
Krankheit, Demenz mit Frontallappendegeneration, Lewy-Body-Demenz, vaskulare 



wo 2004/026286 PCT/EP2003/008880 



Demenz, Attention-Deficit-Syiidroine, Aufinerksarakeits- und Konzentrations- 
storungen, Parkinsonsche Krankheit, Schizophrenie, Depression, affektive Er- 
krankungen, Psychosen, Neurosen, Angst, Manie oder manisch-depressive Er- 
krankungen. Morbus Pick, Schmerz und Epilepsie. 

5 

Die Erfindung betrifft bevorzugt die erfindungsgemaBe Verwendung der PDE9A- 
Tnhibitoren der Formeln 




10 

Die Verbindungen der Formeln (I) und (IT) koxmen auch in Form ihrer Salze, Solvate 
Oder Solvate ihrer Salze vorliegen. Im Rahmen der Erfindung sind physiologisch 
unbedenMiche Salze bevorzugt. 

15 Physiologisch unbedenkhche Salze konnen Salze der erfindungsgemaBen Verbin- 
dungen mit anorganischen oder organischen Sauren sein. Bevorzugt werden Salze 
mit anorganischen Sauren, wie beispielsweise Chlorwasserstoflfsaure, Bromwasser- 
stoffsaure, PhosphorsSure oder Schwefelsaure, oder Salze mit organischen Carbon- 
oder Sulfonsaureci wie beispielsweise EssigsSure, MaleinsSure, Fumarsaure, Apfel- 

20 saure, Zitronensaure, Weinsaure, Milchsaure, Benzoesaure, oder Methansulfonsaure, 
Ethansulfonsaure, Benzolsulfonsaure, Toluolsulfonsaure oder Naphthalindisulfon- 
saure. 



25 



Physiologisch unbedenkhche Salze konnen ebenso Metall- oder A-mmoniumsalze der 
eriSndungsgemaflen Verbindungen sein. Besonders bevorzugt sind Alkalimetallsalze 
(z.B. Natrium- oder Kalixmisalze), Erdalkalisalze (z.B. Magnesium- oder Calcium- 
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salze), sowie Ammoniumsalze, die abgeleitet sind von Ammoniak oder orgamschen 
Aminen, wie beispielsweise Ethylamin, Di- bzw. Triethylamin, Di- bzw. Triethanol- 
amin, Dicyclohexylamin, Dimethylaminoethanol, Arginin, Lysin, Ethylradiamiii 
Oder 2-Phenylethylainiii. 

Die WO 98/40384 offenbart Pyrazolopyiimidine, die sich als PDEl-, 2- und 5- 
Inhibitoren auszeichnen und fur die Behandlnng von cardiovasculSren, cerebro- 
vascularen Erkrankimgen sowie Erfcrankungen des Urogenitalbereiches eingesetzt 
werden kormen. 

-In CH 396 924, GH 396 925, CH 396 926, CH 396^927, DE 1 147 234, DE 
1 149 013, GB 937,726 werden Pyrazolopyrimidine mit coronarerweitemder 
Wirkung beschrieben, die zur Behandlung von Durchblutungsstonmgen des Herz- 
muskels eingesetzt werden koimen. 

Im US 3,732,225 werden Pyrazolopyrimidine beschrieben, die erne entziindungs- 
hermnoide und Blutzucker-senkende Wirkung haben. 

In DE 2 408 906 werden Styrolpyrazolpyrimidine beschrieben, die als antimikxo- 
bieUe und entzundungshemmende Mittel fOr die Behandlung von beispielsweise 
Odem eingesetzt werden konnen. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen konnen uber das im Folgenden beschriebene 
Syntheseschema hergestellt werden: 
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Eine gegebenenfaUs anschliefiende Umsetzxing der Verbindimgen der Foimel (I) und 
(n) mit den entsprechenden (i) Losungsmitteln und/oder (ii) Basen oder SSmea ftihrt 
5 zu den entsprechenden Salzen, Solvaten und/oder Solvaten der Salze. 

Der Wirkstoff kam systemisch und/oder lokal wirken. Zu diesem Zweck kann er auf 
geeignete Weise appliziert werden, wie z.B. oral, parenteral, pulmonal, nasal, sub- 
lingual, lingual, buccal, rektal, transdermal, conjunctival, otisch oder als Implantat. 

10 

Fiir diese Applikationswege kann der Wirkstoff in geeigneten Applikationsfonnen 
verabreicht werden. 



Fur die orale Applikation eignen sich bekannte, den Wirkstoff schnell und/oder 
modifiziert abgebende Applikationsfonnen, wie z.B. Tabletten (nichtttberzogene 
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sowie ubCTZogene Tabletten, z.B. magensaftresistente Uberzuge), K^seln, Dragees, 
Granxilate, Pellets, Pulver, Emulsionen, Suspensionen und Losimgen. 

Die parenterale Applikation kann unter Umgehung eines Resoiptionsschrittes ge- 
5 schehen (intravenos, intraartOTell, intrakardial, intraspinal oder intralionbal) oder 
unter Einschaltung einer Resorption (intramuskular, subcutan, intracutan, percutan, 
oder intraperitoneal). Fur die parenterale Applikation eignen sich als Applikations- 
formen u.a. Injektions- nnd iofusionszubereitungen in Form von Losnngen, Suspen- 
sionen, Emulsionen, Lyophilisaten und sterilen Pulvem. 

10 

Fur^e^(Mistigen Applikation^ eipien siclT zTBrlnliala^^ 
Pulverinhalatoren, Nebulizer), NasentropfenZ-losungen, Sprays; lingual, sublingual 
oder buccal zu applizierende Tabletten oder Kapseln, Suppositorien, Ohren- und 
Augenpraparationen, Vaginalkapseln, wSssrige Suspensionen (Lotionen, Schuttel- 
15 mixturen), lipophile Suspensionen, Salben, Cremes, Milch, Fasten, Streupuder oder 
Lnplantate. 

Die Wirkstoffe kSnnen in an sich bekannter Weise in die augefiihrten Applikations- 
foimen uberfiihrt werden. Dies geschieht tmter Verwendung inerter nichttoxischer, 

20 pharmazeutisch geeigneter Hilfsstoffe. Hieizu zahlen u.a. Tragerstoffe (z.B. mikro- 
kristalline Cellulose), Losimgsmittel (z.B. fliissige Polyethylenglycole), Emulgatoren 
(z.B. Natriumdodecylsulfat), Dispergiennittel (z.B. Polyvinylpyrrolidon), synthe- 
tische und natiixliche Biopolymere (z.B. Albumin), Stabilisatoren (z.B. Antioxi- 
dantien wie Ascorbinsaure), Farbstoffe (z.B. anorganische Pigmente wie Eisenoxide) 

25 oder Geschmacks- und/oder Geruchskorrigentien. 

Im Allgemeinen hat es sich als vorteilhafl erwiesen, bei parenteraler Applikation 
Mengen von etwa 0,001 bis 30 mg/kg, voizugsweise etwa 0,01 bis 10 mg/kg Korper- 
gewicht zur Erzielung wirksamer Ergebnisse zu verabreichen. Bei oraler Applikation 
30 betragt die Menge etwa 0,01 bis 100 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,1 bis 30 mg/kg 
Korpergewicht. 
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Trotzdem Vann es gegebaienfalls erfordesrlich sein, von den geoannten Mengen 
abzuweichen, und zwar in Abhangigkeit von Koipeargewicht, Applikationsweg, 
individuellem Verhalten gegeniiber dem Wirkstoff, Art der Zubereitung und Zeit- 



PDE-InlubitioD 

Rekombinante PDEIC (GenBank/EMBL Accession Number: NM_005020, 
Loughney et al. J. Biol. Chem. 1996 271, 796-806), PDE2A (GenBank/EMBL 

10 Accession Number: NM_002599. Rosman et al. Gene 1997 J91, 89-95), PDE3B 
(GenBank/EMBL Accession Number: NM_000922, Mild et al. Genomics 1996 36, 
476-485), PDE4B (GenBank/EMBL Accession Nimiber: NM_002600, Obemolte et 
al. Gene. 1993 129, 239-247), PDE5A (GenBank/EMBL Accession Number: 
NM_001083, Loughney et al. Gene 1998 216, 139-147), PDE7B (GenBank/EMBL 

15 Accession Number: NM_018945, Hetman et al. Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A. 2000 
P7. 472-476), PDE8A (GenBank/EMBL Accession Number: AF_056490, Fisher et 
al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1998 246, 570-577), PDE9A (GenBank/EMBL 
Accession Number NM_002606, cDNA Sequenz siehe Sequence Listing, SEQ ID 
N0:1, Fisher et al., J. Biol. Chem., 1998, 273 (25): 15559 - 15564). PDEIOA 

20 (GenBank/EMBL Accession Number: NM_06661, Fujishige et al. J. Biol. Chem. 
1999 274, 18438-45.), PDEllA (GenBank/EMBL Accession Number: NM_016953, 
Fawcett et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 2000, 97, 3702-3707) wurden mit Hilfe des 
pFASTBAC Baculovirus Expressionssystems (GibcoBRL) in Sf9 Zellen exprimiert. 
48 h nach der Mektion werden die Zellen geemtet und in 20 mL (pro IL Kultur) 

25 Lysispuffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 50 mM NaCl, 1 mM MgClj, 1 .5 mM EDTA, 
10% Glycerin plus 20 nL Protease Miibitor Cocktail Set III [CalBiochem, La Jolla, 
CA USA]) suspendiert. Die Zellen werden bei 4**C fur 1 Minute mit Ultraschall 
behandelt und anschlicBend fOr 30 Minuten bei 4'*C mit 10000 XJpm zentrifogiert. 
Der tJberstand (PDE Praparat) wurde gesammelt und bei -20''C aufbewahrL 



5 



punkt bzw. Intervall, zu welchan die Applikation erfolgt. 



30 
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Die Testsubstanzen werden zur Bestmmnmg ihrer in vitro Wirkung an PDE 9A in 
100% DMSO aufgelost xmd seriell verdunnt Typischerweise werden Verdiin- 
nnngsreihen von 200 \xM bis 1.6 hergestellt (resultierende Endkonzentrationen 
im Test: 4 pM bis 0.032 pM). Jeweils 2 fiL der verdunnten Substanziesimgen 
5 werden in die Vertiefungen von Mikrotiterplatten (Isoplate; Wallac Inc., Atlanta, 
GA) vorgelegt. AnschUeBend werden 50 |J.L einer Verdimnimg des oben 
beschriebenen PDE9A PrSparates hinzugefugt. Die Verdiinnung des PDE9A 
Praparates wird so gewahlt, dass wShrend der spateren Inkabation weniger als 70% 
des Substrates umgesetzt wird (typische Verdmmimg: 1: 10000; Verdunnimgspuffer: 
10 50 mM Tris/HCl pH 7.5, 8.3 mM MgCl2, 1.7 mM EDTA, 0.2% BSA). Das Substrat, 
[8-^H] giianosine 3^ 5 -cyclic phos^^^ 

Piscataway, NJ) wird 1:2000 mit Assaypuffer (50 mM Tris/HCl pH 7.5, 8.3 mM 
MgCl2, 1.7 mM EDTA) auf eine Konzentration von 0.0005 jxCi/ixL verdtinnt Dnrch 
Zugabe von 50 fxL (0.025 pCi) des verdOnnten Substrates wird die Enzymreaktion 

15 schlieBlich gestartet. Die TestansStze werden fur 60 nain bei Ramntemperatur 
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 25 ^il eines in Assaypuffer gelosten 
PDE9A-Inliibitors (z.B. der Inhibitor aus Herstellbeispiel 2, 10 ^M Endkonzen- 
tration) gestoppt. Direkt im Anschluss werden 25 ]iL einer Suspension mit 18 
mg/mL Yttrium Scintillation Proximity Beads (Amersham Pharmacia Biotech., 

20 Piscataway, NJ.) hinzugefugt. Die Mikrotiterplatten werden noit einer Folie versiegelt 
und fiir 60 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschUefiend werden die 
Flatten fur 30 s pro Vertiefimg in einem Microbeta SzintiUationzahler (Wallac Inc., 
Atlanta, GA) vermessen. ICso-Werte werden anhand der graphischen Auftragung der 
Substanzkonzentration gegen die prozentuale Inhibition bestimmt, 

25 

Die in vitro Wirkung von Testsubstanzen an rekombinanter PDE3B, PDE4B, 
PbE7B, PDE8A, PDEIOA und PDEllA wird nach dem oben fiir PDE 9A 
beschriebenen TestprotokoU mit folgenden Anpassungen bestimmt: Als Substrat 
wird [5',8-^H] adenosine 3', 5 -cyclic phosphate (1 fiCi/jxL; Amersham Phaimacia 
30 Biotech., Piscataway, NJ) verwendet Die Zugabe einer Inhibitorlosung zum Stoppen 
der Reaktion ist nicht notwendig. Stattdessen wird in Anschluss an die Inkubation 
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von Substrat und PDE direkt mit der Zugabe der Yttritun ScintiUation Proximity 
Beads wie ohea beschriebOT fortgefahren imd dadtirch die Reaktion gestoppt. Fur die 
Bestimmtrng einer entsprechenden Wirkimg an rekombinanter PDEIC, PDE2A uad 
PDE5A wird das Protokoll zusStzlich wie folgt angepasst: Bei PDEIC werden zusatz- 

5 lich Calmodulin 10''' M und CaCl2 3mM zum Reaktionsansatz gegeben. PDE2A wird 
im Test dxirch Zugabe von cGMP 1 stimuliert imd mit einer BSA Konzentration 
von 0,01 % getestet. Fiir PDEIC und PDE2A wird als Substrat [5*,8-^H] adenosine 
3', 5 -cyclic phosphate (1 \iCi/]xL; Atnersham Pharmacia Biotech., Piscataway, NJ), 
fur PDE5A [8-^H] guanosine 3', 5*-cycUc phosphate (1 fiCi/fiL; Atnersham 

10 Pharmacia Biotech., Piscataway, NX) eingesetzt. 



Inhibition von PDE-Isoen2ymen durch Beispiel 2: 



Isoenzj/m 


Species 


ICso [nM] 


PDEIC 


human 


720 


PDE2A 


human 


>4000 


PDE3B 


human 


>4000 


PDE4B 


human 


>4000 


PDE5A 


human 


>4000 


PDE7B 


human 


>4000 


PDE8A 


human 


>4000 


PDE9A 


human 


110 


PDEIOA 


human 


>4000 


PDEll 


hvtman 


>4000 



15 Die PDE9A-inhibierende Wirkung von Beispiel 1 kann durch einen ICso-Wert von 
IC50 = 5 nM experimentell belegt werden. 
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Erhohnng der intraa^Ilularen neuronalen cGMP-Konzentration in Zrellkulturen 

PDE9A-Iiihibitoren erhohen die intrazellvQare neuronale cGMP in kultivierten pri- 
maren kortikalen Neuronen. 

5 

Rattenembryonen (Embryonaltag E17 - E19) wurden dekapitiert, die Kopfe in mit 
Praparationsmedium (DMEM, Penicillin/Streptomycin; beides von Gibco) gefiillte 
Ptaparationsschalen uberfUhrt. Die Kopfhaut xmd Schadeldecke wurde entfemt, ymd 
die freipraparierten Gehime wurden in eine weitere Petrischale mit Praparations- 

10 medium uberfiihrt. Mithilfe eines Binokulars und zweier Pinzetten wurde das Grofi- 

him (Kortex)"isoUert u^ und die Ver- 

einzelung der kortikalen Neuronen wurden dann nach einem StaadardprotokoU mit 
dem Papain-Kit (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, New Jersey 
08701, USA) durchgefiShrt (Huettaer et al. J. Neurosct 1986, 6, 3044-3060.)- Die 

15 mechanisch vereinzelten kortikalen Neurone wurden zu 150.000 Zellen/Loch in 
200 jil Neurobasahnedium/Loch (Neurobasal; B27 Supplement; 2 mM L-Glutamin; 
in Anwesenheit von Penicillin/Streptomycin; alle Agenzien von Gibco) 7 Tage in 96 
Lochplatten (mit Poly-D Lysin 100 fig/ml fur 30 min vorbehandelt) unter Standard 
Bedingungen kultiviert (37°C, 5 % CO2). Nach 7 Tagen wurde das Medium abge- 

20 nommen und die Zellen mit HBSS Pxiffer (Hank's balanced salt solution, 
Gibco/BRL) gewaschen. AnschlieBend wurden 100 jil Testsubstanz Beispiel 2 in 
HBSS Puffer gelost (zuvor in 100 % DMSO gelost: 10 mM) auf die ZeUen gegeben. 
AnschlieBend wurden nochmals 100 nl HBSS Puffer zugegeben, sodass die End- 
konzentration der Testsubstanz Beispiel 2 so lag wie in Abb. 1 angegeben und bei 

25 37°C fiir 20 mir^ inkubiert. Der Testpuffer wurde danach komplett abgenommen. An- 
schlieBend wurden die Zellen in 200 jil Lysispuffer (cGMP Kit code RPN 226; von 
AmCTsham Pharmacia Biotech.) lysiert imd die cGMP Konzentration nach den An- 
gaben des Herstellers gemessraa. Alle Messungen wurden in Triplikaten durchge- 
fuhrt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Prism Software Version 2.0 

30 (Gr^hPad Software Inc., San Diego, CA USA). 
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Inkubation der primaren Neuronen mit Beispiel 2 fiihrte zu eiaer Steigerung des 
cGMP Gehaltes (Abb. 1). 

Langzeitpotenzierung 

5 Langzeitpotenzierung wird als ein zellxilares Korrelat fur Lem- und Gedachtnisvor- 
gange angesehen. Zxir Bestimmung, ob PDE9 Inhibition einen Einfluss auf Langzeit- 
potenzierung hat, wurde folgende Methode angewandt: 

Rattenhippokampi wurden in einen Winkel von etwa 70 Grad im Verhaltnis zur 
Schnittklinge plaziert (Chopper). In Abstanden von 400 ]xm wurde der Hippokampus 

10 geschnitten. Die Schnitte wurden mit Hilfe eines sehr weichen, stark benetzten 
Pinsels (Marderhaar) von der Klinge genommen und in ein GlasgefaB mit carbo- 
genisierter gekuhlter Nahrlosung (124 mM NaCl, 4,9 mM KCl, 1,3 mM MgS04* 
7H2O, 2,5 mM CaCl2-*- Wasser- frei, 1,2 mM KH2P04^ 25,6 mMNaHCOs^ 10 mM 
Glucose, pH 7.4) iiberfuhrt. Wahxend der Messung befanden sich die Schnitte in 

15 einer temperierten Kammer unter einem Flussigkeitsspiegel von 1-3 nam Hohe. Die 
Durchflussrate betnig 2,5 ml/min. Die Vorbegasung erfolgte unter geringen Uber- 
dmck (etwa 1 atm) sowie ilber eine Mikrokaniile in der Vorkanmier. Die Schnitt- 
kammer war mit der Vorkammer so verbnnden, dass eine Mimzixkulation aufirecht- 
erhalten werden konnte. Als Antrieb der Minizirkulation wurde das durch die Mikxo- 

20 kaniile ansstromende Carbogen eingesetzt. Die fidsch praparierten Hippokampus- 
schnitte wurden mindestens 1 Stunde bei 33°C in der Schnittkammer adaptiert. 

Die Reizstarke wurde so gewahlt, dass die fokalen exzitatiorischen postsynaptischen 
Potentiale (fEPSP) 30 % des maximalen exzitatorischen postsynaptischen Potentials 

25 (EPSP) betrugen. Mit Hilfe einer monopolaren Stimulationselektrode, die axzs 
lackiertem Edelstahl bestand und eines stromkonstanten, biphasischen Reiz- 
generators (AM-Systems 2100), wurden lokal die Schaffer-KoUateralen erregt 
(Spannung: 1-5 V, Impnlsbreite einer Polaritat 0.1 ms, Gesamtimpuls 0.2 ms). Mit 
Hilfe von Glaselektroden (Borosilikatglas mit Filament, 1-5 MOhm, Durchmesser: 

30 L5 mm^ Spitzendurchmesser: 3-20 jxm), die mit nomialer Nahrlosung gefuUt waxen, 
wurden aus dem Stratum radiatum die exzitatorischen postsynaptischen Potentiale 
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(fEPSP) registriert. Die Messung der Feldpotentiale geschah gegemiber einer 
chlorierten Referrazelektrode aus Silber, die sich am Rande der Schnitfkammer 
befaad, mit Hilfe eines Gleichspammngsverstarkers. Das Filtem der Feldpotentiale 
erfolgte tiber einen Low-Pass Filter (5 kHz). Ftir die statistische Analyse der 
5 Experimente wurde der Anstieg (slope) der fEPSPs (fEPSP- Anstieg) ermittelt. Die 
Aufiiahme, Analyse und Steuerung des E3q)erimentes erfolgte mit Hilfe eines 
Softwareprogrammes (PWDST), welches in der Abteilung Neurophysiologie des 
Leibniz-Institutes fiir Neurobiolpgie, Magdeburg entwickelt wurde. Die Mittelwert- 
bildung der fEPSP -Anstiegswerte zu den jeweiUgen Zeitpunkten und die Konstruk- 
10 tion der Diagramme erfolgte mit Hilfe der Software EXCEL, wobei ein entspre- 
c]im<ies~Makrondie Aufhah 

In den Kontrollexperimenten wurde zunachst fiir 60 - 120 Minuten die basale 
synaptisch Transmission registriert. -AnschlieBend wurden im Abstand von 200 ms 
15 viennal 2wei Doppelpulse mit einem Interpulsabstand der Doppelpulse von 10 ms 
und einer Breite der Einzelpulse von 0,2 ms (schwacher Tetanus) appliziert 
(Zeitpunkt = 0 Minuten in Abbildung 2). Die resultierende Potenzierung der EPSPs 
wurde fur mindestens 60 Minuten aufgezeichnet. Beispiel 2 wurde im dargestellten 
Experiment 10 Minuten vor bis 30 Minuten nach der Stimulation eingespiilt. 

20 

Superfusion der Hippokampusschnitte mit einer 10 \iM Losung von Beispiel 2 fuhrte 
zu einer signifikanten Steigerung der LTP (Abbildung 2). 

Sozialer Wiedererkennungstest: 

25 Der Soziale Wiedererkennungstest ist ein Lern- und Gedachtnistest. Br misst die 
Fahigkeit von Ratten, zwischen bekaraiten und unbekannten Artgenossen zu 
unterscheiden. Deshalb eignet sich dieser Test zur Priifung der lem- oder gedachtnis- 
verbessemden Wirkung von Testsubstanzen. 

30 Bwachsene Ratten, die in Qruppen gehaltea wurdra, wurden 30 ^finuten vor 
Tesfbeginn einzein in Testkafjge gesetzt. Vier Mbmten vor Testbeginn wurde das 
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Testtier in eine Beobachtungsbox gebracht Nach dieser Adaptationszeit wurde ein 
juveniles Tier zu dam Testtier gesetzt und 2 Miiiuten lang die absolute Zeit ge- 
messen, die das adulte Tier das Junge inspiziert (Trial 1). Gemessen warden alle 
deutlich auf das Jungtier gerichteten Verhaltensweisen, d.h. ano-genitale Inspektion^ 
5 Verfolgen sowie Fellpflege, bei denen das Alttier einoa Abstand von hochstens 1 cm 
zu dem Jungtier hatte. Danach wurde das Juvenile herausgenommen, das Adulte mit 
Beispiel 2 oder Vehikel behandelt und anschlieBend in seinen Heimkafig zuriickge- 
setzt. Nach einer Retentionszeit von 24 Stunden wurde der Test wiederholt (Trial 2). 
Eine verringerte Soziale Interaktionszeit im Vergleicb zu Trial 1 wurde anzeigen, 
10 dass die adulte Ratte sich an das Jungtier erinnert. 

Die adulten Tiere wurden direkt im Anschluss an Trial 1 entweder mit Vehikel (10 % 
Bthanol, 20 % Solutol, 70 % physiologische Kochsalzlosung) oder 0,1 mg/kg, 
0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg bzw. 3,0 mg/kg von Beispiel 2 gelost in 10 % Ethanol, 20 % 

15 Solutol, 70 % physiologische Kochsalzlosung intraperitoneal injiziert. Vehikel be- 
handelte Ratten zeigten keine Reduktion der sozialen Interaktionszeit in Trial 2 ver- 
glichen mit Trial 1. Sie hatten folglich vergessen, dass sie schon einmal Kontakt mit 
dem Jungtier hatten. Uberraschenderweise war die soziale Interaktionszeit im 
zweiten Durchgang nach Behandlung Beispiel 2 signifikant gegentlber den Vehikel 

20 behandelten reduziert. Dies bedeutet, dass die substanzbehandelten Ratten sich an 
das juvenile Ti^ erinnort haben und somit Beispiel 2 eine verbessemde Wirkung auf 
Lemen und Gedachtrds aufwies. 
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Verwendete Abkuramgen: 



DMSO 


Dimethylsulfoxid 


(LTh. 


der Theorie (bei Ausbeute) 


equiv. 


Aquivaleiit(e) 


ESI 


Elektrospray-Ionisation (bei MS) 


HPLC 


Hochdruck-, HocUeistungsflussigchroinatographie 


MS 


Massenspektroskopie 


NMR 


Kemresonanzspektroskopie 


Smp. 


SchmeLzpxinkt 
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Attsftthrungsbeispiele: 

Beispiel 1 

6-(Cyclohexylmethyl)-l-cyclopentyl-l,5-dihydro-4H^ 




Stufe la) 

5-Amino-l-cyclopentyl-lH-pyrazol-4'Carbonitril 




Eine Losung von Ethoxymefliyleiimalonsauredinitril (7.93 g, 64.9 mmol) in 100 ml 
Methanol wird bei Ramntemperatur unter Argon langsam mit Cyclopentylhydrazin 
(6.5 g, 64.9 mmol) versetzt, anschlieBend 3 h unter Rtlckfluss erhitzt und dann liber 
Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losxmgsmittel wixd am Rotationsverdampfer 
abgezogen imd der Riickstand mit Diethylether verruhrt. Der Feststoflf wird abge- 
saugt, mit Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 7.24 g (63% d.Th.) 
MS (ESI): mJz = 177 (M+H)'' 

^H-NMR (200 MHz, CDCI3): 6 - 7.5 (s, IH), 4.45 (br. s, 2H), 4.35 (m, IH), 2.2-1.55 
(m, 6H) ppm. 
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Stufe lb) 

5-Ainmo- 1 Kjyclopentyl-lH-pyrazoM-carboxaioid 




Eine Losung von 5-Aiiiino-l-cyclopentyl-lH-p)^azol--4-carbomtril (6.74 g, 
3873 mmol) in einem Geim nil konzentrierter 

wassriger Ammonialdosung wird bei Raumtemperatur mit 85 ml 30%-iger Wasser- 
stofi^eroxidlosung versetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur gerOhrt. An- 

10 schlieBend werden am Rotationsverdampfer die nichtwassiigen LSsemittel abge- 
zogen. Aus der verbleibenden Mischung fallt das Produkt als Feststoff aus, der 
abgesaugt, mit Diethylether gewaschen imd im Hochvakumn getrocknet wird. 
Ausbeute: 5.31 g (71% d.Th.) 
MS (ESI): m/z = 195 (M+H)^ 

15 ^H-NMR (200 MHz, CDCI3): 6 = 7.5 (s, IH), 5.6-4.8 (breit, 4H), 4.35 (m, IH), 2.2- 
1.55 (m, 8H)ppm. 

Stufe Ic) 

6-(Cyclohexybnethyl)-l-cyclopentyl-l,5-dihydro-4H-pyra2olo[3,4-d]py^ 



O 




20 
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Unter Argon werden 75 mg (0.39 mmol) 5-Ai2iino-l-cyclopentyl-lH-pyrazol--4- 
carboxamid und 183 mg (1.16 imnol, 3 equiv.) Cyclohexylessigsauremethylester in 
1.5 ml absolutem Ethanol vorgelegt. Bei 0°C werden 54 mg Natrimnhydrid (60%-ige 
Dispersion in Mineralol; 1.35 mmol, 3.5 eqniv.) im Argon-Gegenstrom langsam zu- 
5 gegeben. Das entstandene Gtemisch wird langsam erwaimt imd fiir 18 h unter Riick- 
fluss geruhrt. Zur Aufarbeitung werden 20 ml Wasser zugegeben und das Gemisch 
mehrmals mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden ilber Natriumsulfat getrocknet mid im Vakuxma erageengt. Das Rohprodukt 
wird mittels praparativer HPLC gereinigt. 
10 Ausbeute: 36 mg (31% dTh.) 
MS (ESI): m/z = 301 (M+H)"" 
Smp.: 147°C 

^H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 5 = 11.95 (s, IH), 8.0 (s, IH), 5.1 (m, IH), 2.5 (d, 
2H), 2.15-1.75 (m, 7H), 1.75-1.55 (m, 7H), 1.3-0.9 (m, 5H)ppm. 

15 

Beispiel 2 

6-(CyclohexyImethyl)-l-(l-ethylpropyl)-l,5-dihydro-4H-pyrazoloI3,4-d]- 
pyrimidin-4-on 
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Stitfe 2a) 

5-Ainino- 1 -(1 -ethylpropyl)- lH-pyrazol-4-carbomtril 




5 

Die Herstellung erfolgt analog der Vorschrift fur Beispiel 1 / Stufe la). 
MS (ESI): m/z = 179 (M+H)* 

^H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 5 = 7.55 (s, IH), 6.45 (s, 2H), 4.0 (m, IH), 1.8-1.55 
(m, 4H), 0.65 (t, 6H) ppm. 

10 

Stufe 2b) 

5-Ainmo- 1 -(1 -ethylpropyl)- lH-pyrazol-4-carboxamid 



O 




15 Die Herstellung erfolgt analog der Vorschrift fur Beispiel 1 / Stufe lb). 
MS (ESI): m/z = 197 (M+H)"^ 

^H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 = 7.65 (s, IH), 6.9 (br. s, 2H), 6.1 (s, 2H), 3.9 (m, 
IH), 1.85-1.6 (m, 4H), 0.7 (t, 6H) ppm. 
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Stufe 2c) 

6-((:Vclohexytoethyl)-l-(l-ethylpropyl)-l,5-dihy<fro-4H-pyrazolo[3,^^^ 



Analog zu Beispiel 1 / Stofe Ic) wird das Produkt ausgehend von 200 mg 
(1.02 mmol) 5-Amino-l-(l-ethylpropyl)-lH-pyrazol-4-cafboxainid \md 482 mg 



Ausbeute: 146 mg (47% d.Th.) 
MS (ESI): m/z = 303 (M+H)'' 
10 Smp.: 122°C 

^H-NMR (200 MHz, DMSO-d^): 5 = 12.0 (s, IH), 8.0 (s, IH), 4.45 (m, IH), 2.5 (m, 
2H), 2.0-1.5 (m, lOH), 1.4-0.9 (m, 5H), 0.6 (t, 6H, J= 7.5 Hz) ppm. 



4-on 




(3,06 mmol) Cyclohexylessigsauremethylester echaltea. 
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Patentanspruche 

1. VerwenduBg von selektiven PDE9A-Inhibitoren zur Herstellimg von Armei- 
mitteln zur Verbesserung der Wahmehmung, Konzentrationsleistung, kogni- 
tiver Prozesse, Lemleistung und/oder Gedachtnisleistung. 

5 2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Prophylaxe und/oder Behandlxmg von 
StSnmgen desr Wahmehmuag, Konzentrationsleistung, kognitiver Prozesse, 
Lemleistung und/oder Gedachtnisleistung. 

3. - - Yerwendung-nach Anspruch 2, -wobei die Stonrng eine^^^^ 

10 kung ausgewahlt aus einer Gnippe bestehend aus Demenz, Schlaganfall, 

Schadel-Him-Trauma, Alzheimersche Krankheit, Parknisonsche Krankheit, 
Depression, oder Demenz mit Frontallappendegeneration ist. 

4. Verwendung von PDE9A-InhibitorCTi zur Herstellimg von Arznennitteln zur 
15 Behandlnng und/oder Prophylaxe von Krankheiten des ZentralOT Nerven- 

systems, die durch Beeinflussung der cGMP-Spiegel ther^iert werden 
kdnnen. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die Krankheit aus einer Gruppe von 
20 Krankheiten bestehend aus Demenz, Schlaganfall Schadel-Him-Trauma, 

Alzheimersche Krankheit, Demenz mit Frontallappendegeneration, Lewy- 
Body-Demenz, vaskulare Demenz, Attention-Deficit-Syndrome, Atdftnerk- 
samkeits- und Konzentrationsstorungen, Parkinsonsche Krankheit, Schizo- 
phrenie. Depression, affektive Erkrankungen, Psychosen, Neurosen, Angst, 
25 Manie oder mauisch-depressive Erkrankungen, Morbus Pick, Schmerz und 

Epilepsie ausgewahlt wird. 



6. 



Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei der selektive 
PDE9 A-lnhibitor eine Verbindung d^ Fonnel 
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sowie deren Salze, Solvate und Solvate der Salze ist. 
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Abb. 1 
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Fonnblatt PCT/lSA/210 (Fortsetzung von Btatt 2) (Januar 2004) 



iNTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



itito*Tiatk>ndtes Aktenzeichen 
PCT/EP 03/08880 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die stch als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Biatt ' 

GemSB Artike! 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fOr bestimmte AnsprOche kein Recherohenbericht erstelte 
1. I I AnsprucheNr. 

wen sie sich auf Gegenslfinde beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist nSmlteh 



H Anspruche Nr. 1-5 (parti al 1 y ) , 

wea sie ach auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfordemngen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvoUe intematlonale Recherche nfcht durchgefOhrt werden kann. namjlch 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. I I AnsprucheNr. 

weil es sich dabei urn abhdngige AnsprQche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 
FeldTI Bemertcungen^bei mangernder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatl 1) 



Die intemationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese intematk3nale Anmeldung mehrere Erfindungen enthStt: 



1, 



I I Da der Anmelder alie erforderiichen zusStzlichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ' intemationale Recherchenbericht auf atie recherchierbaren AnsprQche. 



2. I I Da fur ane recherchiert>aren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaiifwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
* » zusatdiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hStte. hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert 



3- Da der Anmeider nur einige der erforderiichen zusSteJichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

^ ' intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind. nSmlich auf die 

Anspruche Nr. 



Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschr&ikt sich daher auf die In den Anspruchen zuerst erwShnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 



Bemerkungen hinsichtlich eines WIderspruchs | | Die zusdtzltohen GebOhren wurden vom Anmelder unterWiderspruch gezahit 

I [ Die Zahlung zusStzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 




Internationales Aktenzeichen PCX/ EP 03/08880 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 1-5 (partially). 



Der Gegenstand der Patentanspruche 1-5 1st durch ein funktionelles 
Merkmal definiert: 
"selektlve PDE9A-Inh1bitoren" 

Aufgrund der Charakterislerung der Komponenten durch ein funktionelles 
Merkmal kann 1cht garantiert werden, dass die durchgefuhrte Recherche 
komplett 1st. 

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass Komponenten 1m Stand der 
Technik, die dieses funktionelle Merkmal ebenso erfullen, nicht als 
solche Identif Izlert wurden, Im Falle, dass solche Komponenten auch in 
der Anmeldung nicht erkannt wurden, wurden sie ebenso nicht in die 
Recherche miteingeschlossen. 

Die Recherche wurde durchgefuhrt ausgehend von den funktionellen 
Merkmal en per se als auch von den in der Anmeldung angefuhrten 
Beispielen. 

Es wird weiterhin darauf hingewiesen, dass die Sachprufung nur im 

gl el Chen Ausmass beschrankt wie die Recherche durchgefuhrt werden kann. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, Oder Telle von 
Patentansprtichen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der Internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also. in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
Internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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